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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
高 等 動 植 物 の 細 胞 核 に は 、 ピス ト ンの 他 に 多 種 多 様 な 非 ヒス ト ン タ ンパ ク
質 が 存 在 し 、 転 写 、DNA複 製 、 核 構 造 の 構 築 お よ び そ の 維 持 な ど に 関 与 し て
い る 。 そ れ ら の 非 ヒ ス ト ン タ ンパ ク 質 群 の 中 で 、 比 較 的 多 量 に 存 在 し、 ク ロ
マ チ ン に 弱 く 結 合 し て い る 分 子 量 が3万 以 下 の タ ンパ ク 質 群 は 、 電 気 泳 動 上
で の 移 動 度 が 高 い こ と か らHMGタ ンパ ク 質(HighMobilityGroupProtein)と 呼
ば れ て い る 。HMGタ ンパ ク質 は 構 造 お よ び 性 質 上 の 類 似 性 か ら3つ の グ ル ー
プ に 大 別 され て い る 。 そ れ ら は 分 子 量 約2万5千 の}IMG1、H:MG2グ ル ー プ 、 分
子 量 約1万 のHMG14、HMG17グ ル ー プ お よ びHMGI、HMGYグ ル ー プ で あ る 。'
従 来 の い くつ か の 研 究 に よ りHMG1お よびHMG2が 転 写 や 複 製 な ど 重 要 な 核
機 能 に 関 与 す る こ と が 示 唆 され て い る も の の 、 そ れ らの 詳 細 な 機 構 お よ び 機
能 は 未 だ 解 明 さ れ て い な い 。 しか し、 高 等 真 核 生 物 の 種 を 越 え て そ れ らの 一
次 構 造 が 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と 、 ま た 細 胞 核 に 普 遍 的 に 存 在 す る こ と な
ど か ら、 細 胞 内 で 重 要 な 機 能 を 担 っ て い る と推 定 さ れ て い る 。
本 研 究 は 、 従 来 ほ と ん ど研 究 が 進 ん で い な か っ たHMG2の 一 次 構 造 、 発 現 制
御 機 構 、 お よ び 細 胞 内分 布 機 構 を 解 明 す る こ と を 目的 に 、 以 下 に 記 載 す る 方
針 で 行 な っ た 。
Johnsら の グ ル ー プ は 、 化 学 的 手 法 を も ち い て 不 完 全 な が らHMG2の 一 次 構
造 を 報 告 した 。 しか し 、C末 端 に 存 在 す る 酸 性 ア ミノ 酸 の 連 続 配 列 お よ び 解
析 の 不 手 際 か ら、 構 造 を 完 全 に は 決 定 す る こ と が で き な か っ た 。HMG2の 機
能 を 解 析 す る た め に は 、 そ の 完 全 な 一 次 構 造 を 明 らか に す る 必 要 が あ る 。 そ
こ で は じ め に 、HMG2の 一 次 構 造 を 推 定 す る た め に 、 そ のcDNAを 得 て 、 塩 基
配 列 を 決 定 す る こ と を 目 的 と して 研 究 を 行 な っ た 。 こ の 研 究 開 始 当 時 、 い か
な る 高 等 生 物 種 のHMG2のcDNAも ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い な か っ た 。 従 っ て 、
こ のcDNAの ク ロ ー ニ ン グ と そ の 一 次 構 造 決 定 は 、HMG2の 研 究 の 中 で 重 要 な
位 置 を 占 め る と 考 え られ る 。 ま た 、 す で にcDNAク ロ ー ニ ン グ が 報 告 さ れ て い
たHMG1と 比 較 し、HMG1タ ンパ ク質 と一 次 構 造 上 で の 明 確 な 違 い を 明 らか に
す る こ と が で き る(第2章)。
上 記 の 研 究 で 得 ら れ たcDNAを プ ロ ー ブ と し て 種 々 の 細 胞 に お け るHMG2
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mRNA発 現 量 の 解 析 を 試 み た と ころ、 細 胞 の癌 化 お よ び トラ ンス フ ォ ー メ ー
シ ョ ン に伴 う発 現 量 の 上 昇 が 観 察 され た 。 このHMG2の 発 現 上 昇 に 興 味 が 持
た れ る こ とか ら、HMG2の 発現 調 節 機 構 の解 明 を試 み 、 そ の 一 環 と して あ ら
ゆ る生 物 を 通 じて 従 来 ま った く報 告 の な いHMG2の 遺 伝 子 の ク ローニ ン グ を
目的 と し、第2の 研 究 を行 な った(第3章)。
さ らに、 この研 究 で得 られ た ヒ ト遺 伝 子 の5'側 領 域 に注 目 してHMG2遺 伝 子
の転 写 調 節 領 域 の 解 析 を 行 な い 、 シ スエ レ メ ン トを 同 定 す る 第3の 研 究 に 着
手 した。HMG2は 、 広 く高 等真 核 生 物 の 核 内 に存在 す る こ とが 知 られ て い る。
そ の こ とか ら、 その 発現 制御 機 構 は 種 を越 え て基 本 的 に共 通 性 が あ る と推 定
され る 。 こ の こ と か ら 、'ヒ トH:MG2遺 伝 子 の 発 現 調 節 機 構 の 解 明 は、 高等 生
物 一 般 に存 在 す る制御 機 構 の解 明 に寄 与 す る もの と期 待 され る 。 さ らに 、 こ
の シス エ レメ ン トに結 合 す る 因 子 を 同 定 し、 その 因 子 とHMG2の 発 現 量 と の
相 関 に 関す る 情報 が 得 られ れ ば、 細 胞 増 殖 や トラ ンス フ ォメ ー シ ョ ンに伴 う
HMG2の 発 現 上 昇 の機 構 の一 部 が 解 明 で き る と考 え られ る(第4章)。
HMG2は 、 本 来 ク ロマチ ンタ ンパ ク質 と して 認識 され て い る が 、細 胞 質 中 に
も存 在 す る。 さ らに細 胞 種 に よ って は 、 核 内 よ りもむ しろ細 胞 質 中 に多 く存
在 す る とい う 報 告 もあ る 。 機能 発 現 の 場 で あ る核 内へ の移 行 が 、 何 らか の 機
構 に よ り制・御 さ れ て い る とす れ ば、 この タ ンパ ク質 の機 能 発 現 と の 関連 で 興
味 が 持 た れ る 。 一般 に核 タ ンパ ク質 は 、核 移 行 シ グ ナル と呼 ば れ る ア ミノ 酸
配 列 を認 識 す る 核 内輸 送 系 に よ って 、 細 胞質 か ら核 内へ能 動 的 に移 行 す る 。
一 方 、 分 子 量6万 以 下 の タ ンパ ク質 は 、 単 純 拡 散 に よ っ て も核 内 に移 行 で き
る こ と が示 さ れ て い る。HMG2の 場 合 、 そ の分 子 量 か ら推 定 す る と 後 者 の 可
能 性 も考 え ら れ るが 、 一 方 で 細 胞 質 中 に 微 量 注 入 したHMG2が 、 速 や か に 核
へ 蓄 積 す る と い う能 動 的 輸 送 を 示 唆 す る結 果 も報 告 さ れ て い る。 そ こで 第4
の研 究 と して 、HMG2の 細 胞 内分 布 機 構 を解 明 す る 目的で 次 の研 究 を行 な っ
た 。 まず 、 こ の核 内輸 送 が 核 移 行 シ グ ナル を 介 した もので あ る か否 か の 解 析
を 行 な い＼ さ らに 核 移 行 シ グ ナル を 同定 した 。 さ らに 、 細 胞 質 に 存 在 す る
HMG2は 、 この タ ンパ ク質 が 細 胞 質 と核 と の間 を 往 来 して い る 可 能 性 を示 し
て い る 。 この こ と に つ い て 、 核 内のHMG2の 動 態 に 関 して 実 験 を 行 な っ た
(第5章)。
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以 上 の 研 究 結果 を も とに総 合 考 察 を行 な った(第6章)。
第2章HMG2cDNAの ク ロ ー ニ ン グ と一 次 構 造 の 推 定
プ ロ テ イ ン シ ー クエ ン シ ング 法 に よ り部 分 配 列 が 報 告 さ れ て い るHMG2の ア
ミ ノ 酸 配 列 を も と に 、2種 類 の オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドを 作 成 し、 これ を プ ロ ー
ブ と し て ブ タ 胸 腺cDNAラ イ ブ ラ リー を ス ク リ ー ニ ン グ し、HMG2cDNAの ク
ロ ー ニ ン グ を 行 な っ た 。 得 られ たcDNAは 、1,153ヌ ク レ オ チ ド対 を 有 して い
た 。 そ の 塩 基 配 列 か ら推 定 し たHMG2は 、 分 子 量24,000の209ア ミ ノ 酸 残 基 よ
りな る タ ンパ ク質 で あ っ た(Fig.1)。Hydropathyindexpromeか ら:HMG2は 大
き く分 け て3つ の 領 域 か ら構 成 さ れ て い る こ と が 推 定 さ れ た 。、即 ち 、N末 端 側
よ り3分 の2の 領 域 に 存 在 す る相 似 たprofileを 示 す 繰 り返 しの 領 域(ド メ イ ンA
お よ び ドメ イ ンB)と 、C末 端 領 域 に 存 在 す る酸 性 ア ミノ 酸 の 連 続 配 列 の 領 域
で あ る 。 ドメ イ ンA、 ドメ イ ンBはDNA結 合 領 域 で あ り、 このDNA結 合 モ チ ー
フ は 真 核 生 物 の 転 写 因 子 な どのDNA結 合 タ ン パ ク 質 中 に も含 ま れ て い る こ と
が そ の 後 明 ら か に な り 、 現 在 で はHMG1/2boxと 呼 ば れ て い る 。 既 に 報 告 さ れ
て い るH:MGlcDNAと 塩 基 配 列 上 で の 比 較 を 行 な う と、ORF領 域 で74%の 相 同
性 が 認 め ら れ た 。 ア ミ ノ酸 配 列 上 で はHMG2の209ア ミノ 酸 残 基 中 の う ち166
ア ミノ 酸 残 基 が 一 致 し、 相 同 性 は79%で あ っ た(Fig.2)。 さ ら に 、 一 致 し な
い43残 基 の う ち21残 基 は 、 ア ミノ 酸 を コ ー ド して い る 塩 基 の1塩 基 置 換 に よ
る もの で あ っ た 。 しか し、cDNAの5'一 お よ び3'一 非 翻 訳 領 域 で は 相 同 性 が 全 く
見 られ な い こ と か ら、 異 な る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド され て い る こ と は 明 確 で あ
る 。cDNA全 長 を プ ロ ー ブ と して ノ ー ザ ン ・ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 な い
ブ タ のHMG2mRNAを 検 出 し た と こ ろ 、 約1kヌ ク レオ チ ドの 長 さ の1本 の バ ン
ドが 見 い 出 さ れ た 。 こ の こ とか ら、 得 られ たcDNAは 、HMG2のmRNAの 全 長
に 相 補 的 な ヌ ク レオ チ ド配 列 を 含 む も の と推 定 さ れ た 。 さ ら に 、 サ ザ ン ・ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン法 に よ り ブ タ ゲ ノ ムDNA中 のHMG2遺 伝 子 を 解 析 し た
と こ ろ、 各 制 限 酵素 断 片 につ いて1本 ま た は2本 の バ ン ドが 検 出 され た(Fig.3)。
こ の 結 果 よ り 、H:MG2遺 伝 子 に はheterbgeneityは な く丸1つ ま た は 非 常 に 相 同
性 の 高 い 数 種 よ り成 る もの と推 定 され 、H:MG1が 多 重 遺 伝 子 フ ァ ミ リー を 形
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成 して い る こ と と異 な っ て い た 。
第3章HMG2遺 伝 子 の ク ロ ーニ ング と遺 伝子 構 造 の解 析
上 記 で 得 られ た ブ タcDNAを プ ロ ー ブ と して 、 ヒ トゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リー を ス
ク リー 二 ≧ グ し、 ヒ トHMG2遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ を 行 な っ た 。 そ の 結 果 、
遺 伝 子 ク ロ ー ンを 得 て 、HMG2遺 伝 子 を 含 む4,341ヌ ク レオ チ ド対 の 塩 基 配 列
を 決 定 し た(Fig.4)。 ヒ トHMG2遺 伝 子 は 、5つ の エ ク ソ ン と4つ の イ ン ト ロ
ンか ら 構 成 さ れ て い た 。 遺 伝 子 お よ びcDNAか ら推 定 さ れ た ヒ トHMG2は 、
208ア ミ ノ酸 残 基 か らな り 、 分 子 量 が23 ,901で あ っ た 。 ブ タHMG2と ア ミノ 酸
配 列 で の 比 較 を 行 な う と 、2ア ミ ノ 酸 残 基 の み の 違 い で あ り、 一 次 構 造 が 種
を 越 え て 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と が 明 らか とな り、 こ の タ ンパ ク質 の 細 胞
内 で の 重 要 性 が 再 認 識 さ れ た 。 プ ラ イ マ ー 伸 長 法 に よ り転 写 開 始 点 を 推 定 し
た と こ ろ 、 複 数 個 の 開 始 点 が 検 出 さ れ た(Fig.5)。 そ れ ぞ れ の 転 写 開 始 点 の
上 流 に は 、 典 型 的 なTATAboxは 存 在 しな か っ た6第1エ ク ソ ン、 第2エ ク ソ ン
途 中 ま で を 含 むDNA断 片 を プ ロ ー ブ と し てHeLa細 胞 か ら調 製 し たRNAお よ び
ゲ ノ ムDNAを ノ ー ザ ンお よ び サ ザ ン ・ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 に よ り解 析
した 。 そ の 結 果 、 ノ ー ザ ン ・ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 約4 .7kと 約1.2kヌ
ク レオ チ ドの2本 の バ ン ドが 検 出 さ れ た(Fig.6)。 約1.2kヌ ク レオ チ ドの バ
ン ドは 遺 伝 子 よ り予 想 さ れ るmRNAの 長 さ に 相 当 す る 。 一 方 、 ブ タcDNAを プ
ロ ー ブ と して も ち い た 場 合 、 約1.2kヌ ク レオ チ ドの バ ン ドの み が 検 出 さ れ た
こ と か ら 、4.7kヌ ク レオ チ ドの バ ン ドは こ こ で ク ロ ー ニ ン グ し た 以 外 の
HMG2遺 伝 子 か ら の 転 写 産 物 で あ 乙 可 能 性 も考 え られ る が 、 プ ロ ー ブ と して
も ち い たDNA断 片 に 、 遺 伝 子 の57上 流 領 域 や 第1イ ン トロ ン が 含 ま れ る こ とか
ら、 こ の 領 域 とハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン した 可 能 性 も考 え られ る 。 サ ザ ン ・
ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 、 ヒ トHMG2遺 伝 子 は
、 ブ タゲ ノ ム と 同 様 に 、
ほ ぼ 均 一 で あ る と推 定 され た 。
第4章HMG2遺 伝 子 の 転 写 制 御 領 域 の解 析 と制 御 因子 の 検:索
上 記 で得 られ たHMG2遺 伝 子 の5「上流 領 域 を もち い て 、 こ の遺 伝 子 発 現 を 制
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御 して い る シ ス エ レ メ ン トお よ び シ ス エ レ メ ン ト に 結 合 す る トラ ンス 因 子 の
同 定 を 行 な っ た 。HMG2遺 伝 子 の 種 々 の 長 さ の5'上 流 領 域 を プ ラ ス ミ ド
pSVOcatの ク ロ ラ ム フ ェニ コ ー ル ・ア セ チ ル トラ ンス フ ェ ラ ー ゼ(以 下CATと
略)遺 伝 子 の 上 流 に 挿 入 した プ ラ ス ミ ドを 、HeLa細 胞 に トラ ンス フ ェ ク シ ョ
ン し、48時 間 後 の 細 胞 抽 出 液 中 のCAT活 性 を 測 定 した 。 そ の 結 果 、 一621一+44
ヌ ク レ オ チ ドの 領 域 が こ の 遺 伝 子 の 発 現 に必 要 で あ る こ と が 明 らか と な っ た
(Fig.7)。 さ ら に 詳 細 な 解 析 の 結 果 、 一85一+44ヌ ク レオ チ ドの 領 域 に コ ア プ
ロ モ ー タ ー が 、 一621一 一492ヌ ク レ オ チ ドの 領 域 に こ の 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る
シ ス エ レメ ン トの 存 在 が 示 唆 され た 。 こ の シ ス エ レ メ ン トに 結 合 す る 調 節 因
子 を ゲ ル ・シ フ ト ・ア ッ セ イ を も ち い て 検 索 し た 。 は じめ に 、 一624一 一478ヌ
ク レオ チ ドの 領 域 を 含 むDNA断 片 を プ ロ ー ブ と し て 、H:eLa細 胞 の 核 抽 出 液 を
も ち い て 行 な ろ た 。 そ の 結 果 、 核 抽 出 液 量 の 増 加 に 伴 っ て 、 い くつ か のDNA
一 タ ンパ ク 質 複 合 体 の バ ン ドが 検 出 され た が(Fig ・8)・ 系 に 加 え た タ ンパ ク
質 量 の 増 加 に 伴 っ て 最 も 早 く 出現 す る バ ン ドに 注 目 し、 こ の 因 子 が 結 合 す る
領 域 を フ ッ ト ・プ リ ン ト法 に よ り 決 定 し た と こ ろ 、 一499一 一486ヌ ク レ オ チ ド
の 領 域 に 結 合 す る こ と が 明 らか と な っ た(Fig.9)。 こ の 領 域 に は 、 転 写 因 子
CF-1の 結 合 モ チ ー フ が 含 ま れ て い た 。 こ の 結 合 モ チ ー フ に 変 異 を 入 れ た 競 合
DNAを も ち い た ゲ ル ・シ フ ト・ア ッセ イ に よ っ て 、 バ ン ドシ フ トを 与 え る 因 子
はCF-1と 同 様 の 塩 基 配 列 を 認 識 す る も の と 推 定 さ れ た 。 さ ら に 、 一502一 一475
ヌ ク レ オ チ ドのDNA断 片 を 一951一+44ヌ ク レオ チ ドを 含 むCATプ ラ ス ミ ドと 共
にHeLa細 胞 ヘ トラ ンス フ ェ ク シ ョ ンす る 血vfvo競 合 実 験 とCF-1モ チ ー フ に 変
異 を 加 え たCATプ ラ ス ミ ドを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 実 験 に よ り 、HMG2
の 遺 伝 子 発 現 は 、CF-1モ チ ー フ と 同 様 の 配 列 を 認 識 す る 因 子 の 結 合 に よ り 制
御 さ れ て い る こ と が 明 確 とな っ た(Fig.10)。 こ の 因 子 をHMG2transcription
factor(以 下HMG2TFと 略)と 名 付 け た 。HMG2TFの 分 子 量 を 推 定 す る た め に
UV架 橋 を もち い る 手 法 に よ り分 子 量 の 推 定 を 行 な っ た と こ ろ 、HMG2TFに は
85kDaの タ ン パ ク性 因 子 が 含 ま れ る こ と が 明 らか と な っ た 。 さ ら に 、 ヒ トお
よ び ラ ッ ト細 胞 核 抽 出 液 中 のHMG2TFとHMG2mRNAと の 間 の 相 関 関 係 に つ
いて 解 析 した と こ ろ 、HMG2TFの 増 加 に 伴 いHMG2mRNAの 増 加 が 認 め られ 、
正 の 相 関 関 係 が 見 い 出 さ れ た(Fig.11,Table1)。 以 上 の こ と か ら、HMG3の
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遺伝 子 発 現 は・HMG2TFの 存 在 量 に よ り制 御 され て い る可 能 性 が示 唆 され た。
第5章:HMG2タ ンパ ク質 の細 胞 内分 布 と核 移 行 シグ ナル の 同定
細 胞 質 で 合 成 され た 後 のHMG2の 細 胞 内分 布 機 構 の 解 析 を行 な った 。 は じめ
に 、 細 胞 質 か ら稼 へ の 移 行 に 関 して 、HMG2と β一ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ と の 融 合
タ ンパ ク質 を 細 胞 内 で 発 現 させ 、 融 合 タ ンパ ク質 の 細 胞 内 分 布 を 解 析 し た 結
果 、HMG2の 核 へ の 輸 送 は 能 動 的 に 行 な わ れ 、 核 移 行 シ グ ナ ル を 介 し た も の
で あ る こ と が 示 唆 さ れ た(Fig.12)。 さ らに 種 々 のHMG2の ペ プ チ ド部 分 と β
・ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ と の 融 合 タ ンパ ク 質 を 発 現 さ せHMG2の 核 移 行 シ グ ナ ル の
検 索 を 行 な っ た 結 果 、1-91、74-164、88-179ア ミノ酸 残 基 の 領 域 を 含 む 融
合 タ ンパ ク質 で は 核 移 行 が 検 出 さ れ た(Fig.13)。 一 方 、DNA結 合 ドメ イ ン
単 独 を 融 合 し た も の で は 核 移 行 活 性 は検 出 さ れ な か っ た 。 上 記 の3つ の ペ プ
チ ド領 域 のN末 端 お よ びC末 端 は、 比 較 的 塩 基 性 ア ミ ノ酸 に 富ん だ領 域 で あ り 、
こ れ らの 塩 基 性 領 域 を 欠 い た 融 合 タ ンパ ク 質 は 核 に 移 行 しな か っ た 。NMRス
ペ ク トル に よ り示 さ れ て い るHMG1/2boxの 三 次 構 造 か ら推 定 す る と 、 核 移 行
活 性 を 示 す3つ の 領 域 の 両 末 端 の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 に 富 ん だ 配 列 は 、 立 体 構 造
上 で は 互 い に 近 接 し て い る も の と 予 測 さ れ る(Fig.14)。 こ の 様 子 は 、
bipar亘temotifの 核 移 行 シ グ ナ ル と 一 見 似 て い る が 、 通 常 のbipartitemotifと は
異 な り、70ア ミノ酸 残 基 以 上 隔 て た2つ の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 タ シパ ク 質
の 立 体 構 造 形 成 に よ り近 接 して 、 核 移 行 シ グ ナ ル と し て 機 能 し て い る と 推 察
さ れ る 。
次 に 、 細 胞 分 画 法 と 間 接 蛍 光 免 疫 染 色 法 に よ り、HMG2タ ンパ ク質 は 、 細 胞
質 お よ び 核 の 両 方 に 存 在 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 細 胞 質 中 のHMG2の 動
態 に 関 して ・heterokaτyonassayを も ち い て 検 索 した 結 果 、 一 部 のHMG2が 翻 訳
後 に 細 胞 質 に そ の ま ま 留 ま っ て い る も の と推 定 され た(Fig.15a～c)。 一 方
で 、 酸 性C末 端 領 域 を 欠 い た 融 合 タ ンパ ク質 で は 核 一細 胞 質 間 の 往 来 現 象 が 検
出 さ れ た(Fig.15d～f)。 こ の こ と か ら酸 性c末 端 領 域 はH:MG2を 核 内 に 留 め
て お く こ と に 寄 与 して い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
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第6章 総合考察
HMG2タ ンパ ク質 は 、 構 造 、 化 学 的 性 質 、 細 胞 内 分 布 、 核 内 で の 分 布 の 類 似
性 か ら 、HMG1タ ンパ ク質 と 同様 の 機 能 を 有 して い る も の と考 え られ て き た 。
HMG2cDNAよ り推 定 さ れ る タ ンパ ク質 一 次 構…造 は 、HMG1と79%の 相 同 性 を
示 し た 。 さ ら に 、 両 タ ンパ ク 質 は3つ の ドメ イ ン構 造 よ り構 成 さ れ て い る こ
と が 推 定 さ れ 、 外 見 上 か ら も非 常 に よ く似 た タ ン パ ク質 で あ る 。 一 次 構 造 上
で の 違 い を あ え て 述 べ る とす れ ば 、HMG1/2boxBと 酸 性 ア ミノ 酸 領 域 の 間 の
領 域 で 相 同 性 が 低 い 。 ま た 、 酸 性C末 端 領 域 の 酸 性 ア ミノ 酸 の 連 続 配 列 が 、
HMG1で は30残 基 で あ る の に 対 して 、HMG2で は23残 基 で あ る 。 しか し、 得 ら『
れ たcDNAを も ち い た そ の 後 の 解 析 で 、H:MG2mRNAの 発 現 量 が 細 胞 周 期 で 変
化 す る が 、H珂G1で は変 化 しな い こ と、 細 胞 の 癌 化 や トラ ン ス フ ォ ー ム に よ
る 発 現 量 の 上 昇 がHMG2で 顕 著 で あ る こ と、 ア ンチ セ ン スRNAを 発 現 さ せ 、
細 胞 内 で のHMG2量 を 低 下 させ た 場 合 、 細 胞 周 期 の 進 行 がG1か らS期 の 境 界 付
近 で 停 止 す る こ と 、 ま た 、HMG1で 観 察 され る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 促 進
作 用 を:HMG2が 持 た な い こ と な ど か ら、HMG2とHMG1の 機 能 は 明 確 に 異 な る
も の と 考 え られ る 。
ブ タ 胸 腺 か ら精 製 したHMG2タ ンパ ク 質 を 等 電 点 電 気 泳 動 に 供 し た 場 合 、 等
電 点 の 異 な る 数 種 の サ ブ タ イ プ の 存 在 が 示 さ れ て い る 。 こ の こ と は 、 翻 訳 後
修 飾 や ピ ス トン の よ う に 数 ア ミ ノ酸 だ け 異 な る タ ンパ ク 質 が 存 在 す る 可 能 性
を 示 して い る 。cDNAク ロ ー ニ ン グ に お い て 、HMG2を コ ー ドす るcDNAを2種
以 上 得 る こ と は で き な か っ た 。 しか し ゲ ノ ム ・サ ザ ン 焦ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ
ン で 得 られ た 遺 伝 子 の 均 一 性 や 、 ノ ー ザ ン ・ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り
mRNAが1種 類 の み 検 出 され た こ と か ら 、 ブ タ のHMG2を コー ドす る 遺 伝 子 は 、
1種 類 で あ る と推 定 さ れ る 。 以 上 の こ と か ら 、 等 電 点 の 異 な るHMG2タ ンパ ク
質 の 存 在 は 、 転 写 後 修 飾 に よ る も の で あ る 可 能 性 が 高 い 。HMG2の 翻 訳 後 修
飾 に つ い て は 、 リ ン酸 化 、 ア セ チ ル 化 、 メ チ ル 化 な ど が 報 告 さ れ て い る 。 こ
れ ら の 修 飾 とHMG2の 機 能 と の 関 連 に つ い て は 全 く不 明 で あ る 。 核 移 行 シ グ
ナ ル と して 機 能 して い る 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 配 列 中 に こ の よ う な 静 電 的 性 質 を
変 え る 修 飾 が 起 こ る 場 合 、 そ の 核 移 行 活 性 が 阻 害 さ れ る と考 え られ る 。 細 胞
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質 中 に 存 在 す るHMG2は 、 この よ うな修 飾 を受 けて い る可 能 性 も考 え られ る
の で今 後 の 解 析 が 必要 で あ る。
ヒ トの 繊 維 芽細 胞 や ア デ ノ ウ ィル スE1遺 伝 子 で トラ ンス フ ォー ム した細 胞
を もちい て ・HMG2の 発 現 量 をmRNAレ ベ ル で解 析 した と;ろ ・増 殖 中の 細 胞
や トラ ン ス フ ォー ム した 細 胞 にお い て 発 現 が 上 昇 して い た(Table1)。 同 様
の 結果 は 、RNAレ ベ ル お よ び タ ンパ ク質 レベ ルで 検 出 され た。 ま た 、細 胞 周
期 のG2/M期 でHMG2mRNAの 発 現量 が極 大 に達す る こ と も見 い 出 され て い る。
こ の こ とは 、DNA合 成が 終 丁 し、 核 内 で のHMG2とDNAと の 比 を 一 定 に保 つ
た あ に必 要 な 発 現上 昇 の 結 果 で あ ろ う と考 え られ る。 また 、 ア ン チ セ ン ス
RNAを 発 現 させ る と、G1-S期 境 界 で細 胞 周 期 の進行 が 阻害 され た ことか ら、
あ る一 定 以 上 にHMG2とDNAの 比 が 保 持 され な い場 合 に は 、DNA合 成 を 開 始
す る こ とが で きな い 可 能 性 が 考 え られ る 。DNA合 成 を 開 始 させ る 因 子 や 実 際
に 複 製 に関 わ る因子 につ い て は多 く の ものが 同定 され 、加vf`roの 複 製 系 を も
ち い て 、 そ れ ぞ れ の役 割 につ 聾1ても明 らか とな り つ つ あ るが 、 これ らの 因 子
とHMG2と の 相 互 作 用 に関 して の 報 告 は な い 。 しか し・ 前 述 の結 果 よ り ク ロ
マ チ ン レベ ル で の複 製 制御 にHMG2が 関 与 して い る可 能 性 が 高 い と考 え ら れ
る 。 ひ とつ の可 能 性 と して 、DN入 の 合 成 反 応 が ス ムー ズ に開 始 す るべ く、 ク
ロマ チ ン構 造 を弛 緩 させ て い る か も知れ な い。 一方 、 ア ンチセ ンスRNAに よ っ
て 細 胞 内 のHMG1量 を 低 下 させ た 場 合 で も、 細 胞 周 期 の進 行 に 対 す る影 響 が
観 察 され な か った こ とか ら、HMG2のDNA合 成 に対 す る機 能 領 域 は、 酸 性 ア
ミノ酸 領 域 を 含 むC末 端 領 域 で あ る と推 定 す る こ とが考 え やす い 。
核 タ ンパ ク 質 の核 へ の 能 動 的 輸 送 に は 、核 移 行 シ グ ナ ル が 必 要 で あ る 。
HMG2タ ンパ ク質 中には、 核移 行 活性 を 示 す領 域 として は3領 域 が観 察 され た 。
こ の複 数 個 の シ グナル の 立 体 的 組 合 わ せ に よ って 効 率 良 く核 内 に輸 送 され て
い る と考 え られ る。 トラ ンス フ ォー メ ー シ ョ ンした細 胞 やHMG2を 高発 現 さ
せ た細 胞 にお い て も、 核 内 のH:MG2量 は 有意 に 上 昇 して い た 。 タ ンパ ク質 の
核 移行 の機 構 は、 シグナ ル を 認 識 す る ダ ンパ ク質 との結 合 と、 そ の複 合 体 を
核 内 に 引 き 入 れ る とい う2つ の 段 階 に よ り行 なわ れ る と考 え られ て い る 。 核
移 行 シ グナ ル の配 列 は共 通 性 に乏 しい こ とか ら、 レセ プ ター タ ンパ ク質 が 複
数 種 存 在 す るか 、 あ るいは レセ プ ター との 間 に共 通 性 を 補 う よ うな 因子 が 存
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在 ・して い る可 能性 も考 え られ る。HMG2は 、 比 較 的 核 内 に多 量 に存 在 す る タ
ンパ ク質 で あ り、 さ らに 高 発現 させ た 場 合 にお い て も核 へ の移 送 が 認 め れ た
こ とか ら、細 胞 に は大 量 移送 メ カニ ズ ムが 存 在 す る と考 え られ る。 一 部 の 組
織 で は 、HMG2は 核 に比べ 細 胞 質 中に 多 い こ と が報 告 されて い る。 これ らの
分 化 した 細 胞 で は、核 へ の移 送 機 構 が 機 能 して い な い 可能 性 が 考 え られ る 。
この 不 活 性 化 が 、HMG2自 身 の 修飾 に よ る も の か、 あ る い は輸 送 機 構 の不 活
性 化 に よ る も のか は 明 らか で は な い が、HMG2の 主 な 機 能 発 現 の場 は核 内 で
あ る こ とか ら、 この不 活 性 化 の メ カニ ズ ム は細 胞 の増 殖 や癌 化 との 関連 で 興
味 が持 た れ る。
最 後 に 、 本 研究 の成 果 とそ の意 義 につ い て 述 べ る。 本 研究 に よ りHMG2の タ
ンパ ク質一 次 構造 と遺 伝 子 構造 が初 め て 明 らか と な った 。 ま た 、 前述 した よ
うにcDNAが 得 られ た こ とに よって、分 子 レベ ルで の機能 解 析が 大 き く前進 し、
現 在 も このcDNAを もちい て精 力 的 に機能 解 析 が続 け られ て い る。HMG1と の
構 造 や機 能 の違 い を 明 らか に した こ と も、 このcDNAが 得 られ た こ とに よ って
もた ら され た 成 果 で あ る。 現 在 ま で にHMG2の 遺 伝 子 構 造 に 関 して は、 こ こ
で報 告 した もの以 外 に、最 近 マス のHMG2に つ い て の報 告 が あ るの み で あ る。
ま た、 この タ ンパ ク質 の 発 現 調 節 に 関 して転 写 開 始 点上 流 に こ の遺 伝 子 の 発
現 に必 要 な シス エ レメ ン トを 同 定 し、 そ の シ スエ レメ ン トに結 合 す る転 写 因
子HMG2TFを 見 い 出 した 。 こ の 因子 の 核 内 で の存 在 量 は、HMG2の 発 現 量 と
正 の相 関 関係 が見 られ る こ とか ら、細 胞 の トラ ン ス フ ォーメ ー シ ョンや 癌 化
に伴 う}IMG2の 発 現 上 昇 機 構 に重 要 な 知 見 を与 え る と考 え られ る。 この タ ン
パ ク質 の細 胞 内分 布 機 構 につ いて 、細 胞質 で合 成 され た後 、 能 動 的 に細 胞 核
に移 行 す る こ と を は じめ て 明 らか に した 。 こ の 際 、HMG2に 含 まれ る核 移 行
シグ ナ ル を利用 す る がギ この シグナ ル が 既 に報 告 され てい る もの とは異 な り、
タ ンパ ク質 の 三 次 構造 に依 存 した全 く新 しい タ イ プ の シグ ナ ル で あ る こと を
示 した 。 ま た 、HMG2の 細 胞質 お よ び核べ の 両 分布 現 象 は 、細 胞 質 で合 成 後 、
何 らか の 機 構 に よ り核 移 行 シ グナル が 不 活性 化 さ れY細 胞 質 に 留 ま る分 子 の
存 在 に よ り もた らされ る と推 定 され た 。 この 不 活 性化 の機 構 は、 この タ ンパ
ク質 の 翻 訳 後 の 機 能 制御 を現 わ して い る可 能 性 が 考 え られ る。
一110一
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論 文 審 査 結 果 要 旨
高等動物 の細胞核 内に広 く,か つ多量 に存在 し,ク ロマチ ンに弱 く結合 してい る分子量 約25000の
HMG1,HMG2タ ンパ ク質 は転写や複製 な ど核 の重要な生物 機能に関与す る ことが示唆 されてい る。
これ らの うちHMG2の 遺伝子 レベルの解析 は行われていなか った。
本研究 で著者 は先ず,HMG2の 部分的 なア ミノ酸配列を基 に2種 類 のオ リゴヌク レオチ ドプ ローブ
を作製 し,ブ タ胸腺cDNAラ イブ ラ リーをスク リーニングして1153bpの 配列を含 む クロー ンを得た。
この塩基配列 を決定 した ところ209ア ミノ酸残基 よ りなる分子量24000の タンパ ク質 を コー ドす るもの
であ った。 このタンパ ク質はN末 よ り2/3の 領域にDNA結 合能を有す る ドメイ ンA,Bの 繰 り返 し
配 列を含 み,C末 端領域に酸性 ア ミノ酸 の繰 り返 し配列 を含ん でいた。 これ らの性質 と既知 のア ミノ
酸 配 列カミ全 て含 まれ る こ とか ら,こ の ク ロー ンがHMG2のcDNAク ロー ンで あ る と結 論 した 。
HMGIのcDNA配 列 と比較 す ると,ア ミノ酸配 列で79%の 相同性が認め られたが,5'お よび3'非 翻訳
領域 の塩基配列は全 く異 な り,HMG1,2の 遺伝子 は異な ることが明 らかにな った。次 に,こ の クロー
ンをプ ローブとしで ヒ トのゲノムライブ ラ リーか ら4341bpのHMG2遺 伝子 ク ローンを得 て,そ の全
塩基配列を決 定 した。 この遺伝子は5つ のエキ ソンか ら構成 され,208ア ミ'ノ酸残基 か らな るタ ンパ
ク質を コー ドする もので,ブ タの配列 とは2ア ミノ酸残基が異 なるのみであった。 プライマー伸長法
に よ り主 要 転写 開始 点 を決定 したが,そ の上流 に典型 的 なTATAボ ヅクスは存 在 しなか った 。
HMG2遺 伝 子 の種 々の長 さの上 流域 配列 を ク ロラム フ ェニ コール アセ チル トラ ンス フ ェ ラ ーゼ
(CAT)遺 伝子 の上流に挿入 したプラス ミドをHeLa細 胞 に導入 してCAT活 性を測定 した。 そ の結
果,一621～ 一492の 領域に この遺伝子発現を有意に促進す る配列 の存在が示 された。 この配列に結合
す る核 内のタンパ ク質因子HMG2TFを 検 出 し,こ の因子の分子量 をUV架 橋法に よ り約85Kと 推定
した。 ヒ トお よび ラ ッ トの核抽 出液中のHMG2TF量 とHMG2mRNAを 定量 した結 果,正 の相関 関係
が認 め られた ことか ら,こ の因子がHMG2遺 伝 子発現 の主要 な制御 因子で あることを示唆 した。さら
に,HMG2の 種 々のペプチ ド部分 と β一ガ ラク トシ・ダーゼの融合 タンパ ク質 のcDNAをCOS-7細 胞 に
導入,発 現 させ,核 移行 の状態を抗体を用 いて調べ,1-91,88-179ア ミノ酸配列 の両末端域の塩基性
ア ミノ酸に富んだ部位 が立体構造的に接近す る ことが,核 移行に必要 である とい う結果を示 した。
以上 の ように,本 研究に よ り,哺 乳類HMG2の 遺伝子構造,一 次構造が明 らかにな り,転 写制御 お
よび核移行の機構解 明が進んだ ことは,今 後HMG2の 機 能を解 明す るた めの重要な基盤iとなる と考 え
られ,審 査員一 同,著 者は博士(農 学)の 学位を授与 され るに充分 の資格を有す ると判定 した。
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